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論文内容要旨
 中枢神経系の原基である神経管の脳室帯を構成する神経上皮細胞は,神経幹細胞としての性質
 を備えており,自己増殖して多数の細胞を産み出すと同時に,ニューロンやダリア細胞に分化す
 る。転写因子Pax6は,発生初期の終脳・間脳の背側および菱脳・脊髄の腹側の神経上皮細胞に
 発現し,bHLH型転写因子Ngn2の遺伝子発現を直接活性化することで,ニューロン分化を促
 進することが報告されている。Pax6の機能が失われた自然発症突然変異ラット(以下rS受ジ/
 rSεジ)のホモ接合胚においてニューロンは産生されるが,神経上皮細胞が存在する脳室帯およ
 びニューロンの層の厚みがともに減少していることから,神経発生におけるPax6の役割はニュー
 ロン分化の促進だけではないと考えられる。そこで,本研究では,Pax6が制御する神経発生の
 分子機構を解明する目的で,Affymetrix社製オリゴヌクレオチドマイクロアレイGeneChip⑪
 を用いたPax6標的遺伝子の探索を行った。胎齢12.5日(E12,5)の野生型およびrSεジ/〆Sεプ
 ラット胚を材料として用い,それぞれの胚の前脳部(FB)および菱脳部(HB)からプローブを
 調整し,野生型およびrSの・2/rSθジラット胚についてGeneChip上で遺伝子発現量に差のある遺
 伝子を検索した。GeneChip⑪上の8,799遺伝子(5,382遺伝子が既知で,残り3,417がESTク
 ラスター)を対象として2回のアレイ解析を行った結果,r&ヅかSの・2胚において遺伝子発現量
 の差に再現性があった遺伝子は,FBで発現量が増加したものが939遺伝子,減少したものが
 774遺伝子,HBで増加したものが1,450遺伝子,減少したものが952遺伝子あった。再現性が
 あった遺伝子のうち,遺伝子発現量の差が2倍以上で,各遺伝子の発現量を相対的に表した数値
 (AD)が0.02以上の遺伝子について定量PCRを行ったところ,ほぼアレイの結果が再現できた。
 その中でも特に,FBとHBで共通して著しい発現減少と良い再現性を示した脳型脂肪酸結合タ
 ンパク質をコードするFo勿7遺伝子に着目した。野生型ラット胚におけるEo勿7の発現はP砿6
 と同様に発生初期ElO.5から開始し,E12.5では終脳の背側,菱脳,脊髄の神経上皮に見られ,
 この発現パターンはPox6と非常に類似していた。一方,rSの〃rS砂2胚では,E12.5までFo勿7
 の発現はほとんど検出されなかった。次に,FABP7タンパクの発現を組織学的に検索したとこ
 ろ,神経前駆細胞特異的にPax6と共局在していた。電気穿孔法を用いてE12,5野生型終脳に
 P砿6を強制発現したところ,Eo勿7の発現は直ちに誘導されたことから,Eo伽7遺伝子の発現
 は,Pax6による直接的な正の発現制御を受ける可能性が強く示唆された。一方,ニューロン分
 化を亢進することが知られているPax6標的遺伝子である惚n2の発現は,、%x6の強制発現に
 より弱く誘導されたが,その発現は持続しなかった。したがって,E12.5終脳ではP&x6による
 Fo勿7の発現誘導が惚'72よりも優位であることがわかった。神経前駆細胞におけるFABP7の
 機能を調べるために,RNA二干渉法により終脳神経上皮細胞でFo勿7の発現を特異的に抑制した
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 ところ,神経上皮細胞の増殖能は著しく低下し,逆にニューロン分化は亢進した。一方,ヂSの・ヲ
 rSεゾ胚にFα勿7を強制発現したところ,積極的な細胞の増殖能の亢進およびニューロン分化抑制
 は観察されなかった。これらの結果から,発生初期終脳において,Fα勿7はPax6により正の発現
 制御を受け,神経前駆細胞を未分化状態に維持するために重要な因子であることが明らかになった。
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 審査結果の要旨
 本研究は,神経発生において重要な転写因子であるPax6の下流因子について解析したもので
 ある。中枢神経系の原基である神経管の脳室帯を構成する神経上皮細胞は,神経幹細胞としての
 性質を備えており,自己増殖して多数の細胞を産み出すと同時に,ニューロンやダリア細胞に分化
 する。転写因子Pax6は,発生初期の終脳・間脳の背側および菱脳・脊髄の腹側の神経上皮細胞
 に発現し,bHLH型転写因子Ngn2の遺伝子発現を直接活性化することで,ニューロン分化を促
 進することが報告されている。P獄6の機能が失われた自然発症突然変異ラット(以下ヂS召ゾ〃S硯ジ)
 のホモ接合胚においてニューロンは産生されるが,神経上皮細胞が存在する脳室帯およびニュー
 ロンの層の厚みがともに減少していることから,神経発生におけるPax6の役割はニューロン分
 化の促進だけではないと考えられる。そこで,本研究では,Pax6が制御する神経発生の分子機
 構を解明する目的で,Affymetrix社製オリゴヌクレオチドマイクロアレイGeneChip⑧を用い
 たPax6標的遺伝子の探索を行った。GeneChip⑧上の8,799遺伝子(5,382遺伝子が既知で,残
 り3,417がESTクラスター)を対象として2回のアレイ解析を行った結果,r距ジ〃5のノ2胚にお
 いて遺伝子発現量の差に再現性があった遺伝子は,FBで発現量が増加したものが939遺伝子,
 減少したものが774遺伝子,HBで増加したものが1,450遺伝子,減少したものが952遺伝子あっ
 た。再現性があった遺伝子のうち,遺伝子発現量の差が2倍以上で,各遺伝子の発現量を相対的
 に表した数値(AD)が0.02以上の遺伝子について定量PCRを行ったところ,ほぼアレイの結
 果が再現できた。その中でも特に,FBとHBで共通して著しい発現減少と良い再現性を示した
 脳型脂肪酸結合タンパク質をコードするFo勿7遺伝子に着目した。Fo勿7遺伝子の発現パター
 ンはPax6と極めて似ており,FABP7タンパク質も神経前駆細胞特異的にPax6と共局在して
 いた。電気穿孔法を用いてE12.5野生型終脳に、%x6を強制発現したところ,1歌。勿7の発現は直
 ちに誘導されたことから,πo勿7遺伝子の発現は,Pax6による直接的な正の発現制御を受ける
 可能性が強く示唆された。神経前駆細胞におけるFABP7の機能を調べるために,RNA干渉法
 により終脳神経上皮細胞でFo勿7の発現を特異的に抑制したところ,神経上皮細胞の増殖能は
 著しく低下し,逆にニューロン分化は亢進した。これらの結果から,発生初期終脳において,
 Fo伽7はPax6により正の発現制御を受け,神経前駆細胞を未分化状態に維持するために重要
 な因子であることが明らかになった。
 以上のことから,本論文は哺乳類神経発生の分子メカニズムの一端を明らかにしたオリジナリ
 ティーの高いものであると考えられ,学位授与に十分値する。
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